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摘要 :， 以 海藻 酸 钠 、 羧 甲 基 纤 维 素 钠 〈CMC) 为 载体 ， 分 别 以 乙 二 酵 缩 水 甘油 栈 (EGDE) 
和 成 二 醛 为 交 联 剂 ， 采 用 包 埋 交 联 法 对 脂肪 酶 进行 固定 化 ， 结 果 显示 EGDE 的 交 联 效果 要 
优 于 戊 二 醛 ， 添 加 EGDE 的 固定 化 酶 酶 活 最 好 。 得 到 制备 固定 化 酶 的 最 优 方案 为 海藻 酸 钠 
2.5%，CMC 浓度 1.5%， 给 酶 量 800 U/mL 复 配 载体 ， 和 氢化 钙 5%， 以 0.02% 的 EGDE 交 联 
固定 30 min， 由 此 制备 得 到 酶 活 约 为 380 U/g 的 国定 化 酶 ， 酶 活 收 率 约 为 50.09%。 国 定 化 
酶 的 最 适 反 应 pH 为 8.$, 比 游离 酶 增 大 0.5 个 单位 ;最 适 反 应 温度 是 45°C, 比 游离 酶 提高 SC 
耐 执 性 能 变 好 ， 且 重复 使 用 7 次 后 仍 能 保持 60% 左 右 的 相对 酶 酶 活 。 

关键 词 : 海藻 酸 钠 ; 羚 甲 基 纤 维 素 钠 ; 乙 二 醇 缩水 甘油 本 ;固定 化 酶 
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Abstract: In this study, sodium alginate and carboxymethyl cellulose sodium were used as the 
carriers to immobilize lipase, using ethylene glycol diglycidyl ether (EGDE) and glutaraldehyde 
as the cross-linking agent, respectively. The results showed that EGDE was superior to 
glutaraldehyde and was the most effective cross-linking agent. The optimal conditions for lipase 


immobilized were as follows: sodium alginate 2.5%, carboxymethyl]l cellulose sodium 1.5%, 
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enzyme loading 800 U/mL, CaCl» 5%, EGDE 0.02%, and immobilization time 30 min. Under 
above optimized conditions, the activity of immobilized lipase was about 380 U/g, and the 
recovery of the enzyme activity of the iImmobilized lipase reached about 50.09%. Compared with 
those from free lipase, the optimal pH (8.0)and temperature (45 C ) were higher. The thermal 
stability of immobilized lipase was better than that of free lipase, and the the immobilized lipase 
could be reused for seven times and still retained about 60% activity. 

Key word: sodium alginate; carboxymethyl cellulose sodium; ethylene glycol diglycidyl ether; 


immobilized enzyme 

脂肪 酶 (Lipase, EC3.1.1.3) 是 众 化 甘油 酯 水 解 的 一 类 酶 的 总 称 , 其 催化 反应 通 
常 都 具有 底 物 专 一 性 和 立体 异 构 专 一 性 ， 且 反应 条 件 较 温 和 ， 众 化 效率 高 ， 副 产 
物 少 帆 ， 被 广泛 应 用 到 食品 、 制 革 、 洗 涤 、 制 药 和 环境 治理 等 工业 领域 “。 随 着 
人 们 对 食品 安全 的 越 来 越 重视 , 脂肪 酶 作为 一 种 绿色 的 生物 高 效 产 品 ， 正 逐渐 壹 
代 一 些 化 学 添加 剂 的 使 用 , 如 脂肪 酶 与 葡萄 糖 氧 化 酶 复 配 使 用 后 可 替代 化 学 增 筋 
剂 省 酸 钊 ”“， 脂 肪 酶 奉 代 传统 油脂 水 解 时 使 用 的 化 学 催化 剂 “， 酶 制剂 代替 化 学 
保鲜 剂 实现 对 食品 的 保鲜 储存 ， 脂 肪 酶 作用 于 乳 制 品 产生 短 链 脂肪 酸 ， 可 增加 其 
风味 。 但 由 于 游离 脂肪 酶 基本 都 只 能 一 次 性 使 用 ， 在 使 用 过 后 难以 回收 利用 ， 
使 得 部 分 价格 较 高 的 脂肪 酶 难以 广泛 应 用 于 食品 工业 领域 。 因 此 , 将 酶 固定 于 某 
一 载体 上 ,在 保持 其 原先 催化 特性 的 前 提 下 ， 实 现 多 次 重复 使 用 ， 显 得 尤为 重要 


[8, 9] 

酶 的 固定 化 方法 主要 有 人 包 埋 法 、 吸 附 法 、 交 联 法 M9、 共 价 结 合法 等 ， 其 中 包 
埋 法 不 需要 化 学 修饰 酶 蛋白 的 氨基 酸 残 基 , 最 大 程度 地 保留 了 酶 分 子 原来 的 空间 
构象 , 使 得 经 过 固定 化 后 的 酶 分 子 较 大 程度 地 保留 原来 的 酶 学 特性 ， 且 固定 化 后 
的 酶 活 回 收 率 一 般 都 比较 高 1 外 。 实 验 和 常用 的 固定 化 载体 主要 有 天 然 高 分 子 材 
料 、 合 成 高 分 子 材 料 、 无 机 载体 、 复 合 载 体 材料 ， 以 及 近年 来 不 断 开发 的 新 型 载 
体 [ 芍 。 海 茶 酸 钠 是 一 种 较为 常用 的 回 定 化 酶 载体 ， 它 与 毛 化 钙 形 成 的 海藻 酸 钙 
凝 胶 具 有 含水 率 高 、 较 成 型 容易 ， 清 洁 无 毒 等 优点 , 但 由 于 其 网 络 孔隙 的 尺寸 较 
大 ， 凝 胶 珠 机 械 强 度 较 差 ， 酶 分 子 易 从 凝 胶 孔 阶 中 泄露 出 来 ， 由 其 制备 得 到 的 固 
定 化 酶 重复 使 用 率 不 高 53。 因 此, 本 文 筛 选 出 羧 甲 基 纤 维 素 钠 与 海藻 酸 钠 进 行 
配制 备 固定 化 凝 股 ， 同 时 以 EGDE 交 联 固定 化 酶 ， 以 弥补 单独 采用 海 荣 酸 钠 包 
埋 后 固定 化 酶 重复 使 用 率 较 低 的 缺点 。 

EGDE 含有 2 个 高 活性 的 环 氧 端 基 , 可 与 羟基 、 氮 基 、 羧 基 等 集团 发 生 反应 ， 


ED 
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多 用 于 环 氧 树脂 的 活性 稀释 、 织 物 整理 1H、PVC 热 稳定 、 树 脂 改 性 493， 交 联 天 
然 产 物 壳 聚 糖 I%1、 支 链 淀 粉 和 有 机 高 分 子 如 角 和 蛋白 、 血 红 和 蛋 日 [9% 引 。Torres 等 
使 用 EDGE 和 丙烯 酸 与 水 凝 胶 交 联 来 截留 过 氧化 物 酶 2，Csiffary 等 用 其 聚合 物 
聚 乙 二 醇 二 缩水 甘油 醚 交 联 抗坏血酸 氧化 酶 C]， 但 尚未 见 有 关 EGDE 及 其 相关 
聚合 物 交 联 脂肪 酶 的 相关 研究 。 

1 材料 与 方法 

1.1 仪器 与 材料 

1.1.1 主要 材料 

脂肪 酶 购 自 深圳 恒生 生物 科技 有 限 公 司 ， 橄 榄 油 、 吡 吓 、 无 水 醋酸 铀 购 自 阿 
拉丁 公司 ， 其 它 试剂 皆 为 国产 分 析 纯 。 


1.1.2 主要 仪器 

上 海 世 平 琶 加 式 摇 床 PJS-2012R 摇 床 ; 瑞士 Tecan Infinite M200 Pro 酶 标 仪 ; 
SCIENTZ-ID 超声 破碎 仪 ; 德国 Sartorius DB-10 pH 计 ; ”VORTEX QL-902 涡 旋 
振荡 器 。 
1.2 脂肪 酶 固定 化 方法 
1.2.1 海藻 酸 钠 和 CMC 固定 化 脂肪 酶 

按照 一 定 浓度 比例 将 海藻 酸 钠 (1.5%) 和 CMC (1%) 加 热 溶解 ， 并 搅拌 混 
合 均匀 ， 冷 却 至 室温 后 加 入 脂肪 酶 溶液 (按照 400 U/mL 复 配 载体 的 给 酶 量 )， 
搅拌 混合 ， 用 注射 器 逐 滴 滴 加 到 5% 的 氧化 钙 溶 液 中 ， 形 成 光滑 小 球 后 置 于 4°C 
硬化 一 段 时 间 , 然后 用 去 离子 水 冲洗 去 除 凝 胶 颗粒 的 表面 离子 , 抽 滤 除去 表面 水 
分 ， 置 于 4C 冰 箱 保存 。 


1.2.2 固定 化 酶 的 交 联 
采用 包 埋 交 联 法 ， 在 握 化 钙 溶 液 中 添加 一 定 浓度 的 交 联 剂 ， 其 它 操 作 同 
12.1;, 


1.3 脂肪 酶 活力 测定 

游离 酶 酶 活 测定 采用 改进 的 铜 皂 分 光 光 度 法 测定 酶 活 史 9。 

固定 化 酶 酶 活 测定 : 只 需 将 加 反应 体系 中 的 游离 酶 换 成 适量 的 固定 化 酶 即 
可 ， 其 它 均 与 游离 酶 测定 酶 活 方法 相同 。 

酶 活 定义 : 在 测定 条 件 下 (40'C, pH 8.0), 1 min 内 催化 底 物 水 解 产生 1 umol 
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脂肪 酸 所 需 的 酶 量 为 一 个 酶 活 单位 (U)P5。 


由 


1.4 酶 活 回收 率 的 计算 
固定 化 酶 活力 回收 率 (%)=( 固 定 化 酶 总 活力 /用 于 固定 化 酶 的 总 活力 )*100% 
2 结果 与 分 析 


2.1 海藻 酸 钠 和 CMC 复 配 包 埋 法 固定 化 条 件 筛 选 
2.1.1 不 同 载体 对 脂肪 酶 固定 化 的 影响 9 
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图 1 不 同 载体 对 脂肪 酶 固定 化 的 影响 


Fig.1 effect of different carriers on the immobilization of lipase 


设 定 复 配 载体 的 总 浓度 为 2.5%， 分 别 选 海藻 酸 钠 -阿拉 伯 胶 (3: 2)、 海 藻 
酸 钠 - 聚 乙烯 醇 〈3: 2)、 海 菠 酸 钠 - 黄 原 胶 (3: 2)、 海 藻 酸 钠 -明胶 (3: 2)、 海 
泛酸 钠 - 角 又 莱 胶 (3: 2)、 海 藻 酸 钠 -卡拉 胶 〈3: 2)、 海 藻 酸 钠 -CMC (3: 2) 
为 包 埋 载体 ， 进 行 脂肪 酶 的 固定 化 研究 ， 结 果 见 图 1。 由 图 1 可 知 ， 以 海藻 酸 钠 
和 聚 乙 烯 醇 、 海 藻 酸 钠 和 CMC 为 复合 载体 时 ， 脂 肪 酶 的 固定 效果 最 好 ， 酶 活 回 
收 率 分 别 为 31.73%、33.42%。 本 实验 选择 海藻 酸 钠 和 CMSC 为 复合 载体 进行 后 
续 脂肪 酶 固定 化 的 研究 。 

2.1.2 海藻 酸 钠 含量 对 脂肪 酶 国定 化 的 影响 

海藻 酸 钠 含量 过 低 或 过 高 ， 都 会 直接 影响 酶 的 固定 化 效果 。 设 定海 藻 酸 钠 的 
含量 为 1.5% 一 3.5%，CMC 的 含量 1%， 进 行 脂肪 酶 的 固定 化 ， 结 果 见 图 2a。 由 
图 2a 可 知 ， 当 海藻 酸 钠 浓 度 较 低 时 ， 固 定 化 酶 的 酶 活 相 对 较 低 ， 这 可 能 是 由 于 
其 形成 的 凝 胶 网 络 孔 隙 较 大 , 较 大 一 部 分 酶 分 子 并 为 被 很 好 地 截留 在 凝 胶 网 络 空 
间 中 而 造成 的 。 海 藻 酸 钠 含 量 为 2.0% 时 ， 固 定 化 酶 有 最 大 酶 活 ， 固 定 效 果 最 好 。 
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随 着 海藻 酸 钠 浓度 继续 增 大 ， 其 粘度 增 大 ， 难 以 形成 光滑 均匀 的 小 球 ,， 且 形成 的 
小 球体 积 人 往 大 ， 影 响 酶 与 底 物 的 反应 PC。 因此 ， 确 定海 藻 酸 钠 最 佳 含量 为 2.0%。 


2.1.3 CMC 含量 对 脂肪 酶 国定 化 的 影响 

固定 海藻 酸 钠 含 量 为 2.0%， 研 究 不 同 浓 度 CMC 〈0.5% 一 2.5%) 对 脂肪 酶 固 
定 化 后 酶 活 的 影响 (图 2b)。 由 图 2b 可 知 ，CMC 含量 为 0.75% 时 ， 固 定 化 酶 易 制 
备 ， 形 状 较 好 ， 且 强度 适中 ， 此 时 测 得 固定 化 酶 有 最 大 酶 活 。 


2.1.4 给 酶 量 对 脂肪 酶 固定 化 的 影响 

固定 上 述 最 佳 条 件 ， 设 定 不 同 的 给 酶 量 〈200 U 一 2000 U) 进行 试验 ， 研 究 
给 其 对 脂肪 酶 固定 化 效果 的 影响 (图 2c)。 由 图 2c 可 知 ， 随 着 给 酶 量 的 不 断 增加 ， 
固定 化 酶 酶 活 逐 渐 增 大 并 趋 于 平稳 , 但 酶 活 收 率 却 呈 下 降 趋 势 。 综合 考 虑 固定 化 
酶 的 酶 活 和 酶 活 收 率 ， 确 定 给 酶 量 为 800 U/mL 复合 载体 溶液 。 


2.1.5 所 化 钙 浓 度 对 脂肪 酶 固定 化 的 影响 

固定 上 述 最 佳 条 件 ， 分 别 设 定 氛 化 钙 溶 液 浓度 为 1% 一 6%， 研 究 毛 化 钙 溶液 
浓度 对 脂肪 酶 固定 化 效果 的 影响 (图 2d)。 由 图 2d 可 知 , 氧化 钙 溶液 浓度 为 5% 时 ， 
固定 化 效果 最 好 。 因 此 ， 确 定 氧化 钙 深 液 的 浓度 为 5%。 


2.1.6 缓冲 液 pH 对 脂肪 酶 固定 化 效果 的 影响 

固定 上 述 最 佳 条 件 ， 分 别 设 定 缓冲 液 pH 为 6.0 一 8.0， 研 究 溶 解 酶 粉 的 缓冲 
液 pH 对 脂肪 酶 固定 化 效果 的 影响 (图 2e)。 由 图 2e 可 知 ， 随 着 缓冲 液 pH 的 不 断 
增 大 ， 固 定 化 酶 酶 活 呈现 先 上 升 后 下 降 的 趋势 , 在 pH 为 7 的 时 候 固定 化 酶 酶 活 
有 最 大 值 。 
2.1.7 固定 化 时 间 对 脂肪 酶 国定 化 效果 的 影响 
固定 上 述 最 佳 条 件 , 分 别 设 定 固定 化 时 间 为 10 min 一 60 min, 研究 固定 化 时 
间 对 脂肪 酶 固定 化 效果 的 影响 (图 2f)。 随 着 固定 化 时 间 的 延长 ， 固 定 化 酶 酶 活 
和 酶 活 收 率 都 呈 先 上 升 再 下 降 后 趋 于 平稳 的 趋势 ， 最 佳 固 定 化 时 间 为 40 min。 
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图 2 脂肪 酶 固定 化 条 件 的 优化 Fig.2 The optimization of conditions of immobilized lipase 


(a. Effect of sodium alginate concentration on the activity of immobilized lipase; b. Effect of carboxymethyl 


cellulose sodium concentration on the activity of immobilized lipase; c. Effect of enzyme loading on lipase 


immobilization; d. Effect of CaCl concentration on the activity of immobilized lipase; e. Effect of buffer pH on 


the activity of immobilized lipase; f. Effect of immobilization time on the activity of immobilized lipase) 


2.2 脂肪 酶 固定 化 条 件 优化 正 交 试验 


根据 单 因素 试验 结果 , 选择 对 固定 化 效果 影响 较 大 几 个 的 因素 ， 以 固定 化 酶 
酶 活 收 率 为 评价 指标 ， 设 计 正 交 试 验 ， 试 验 结果 见 表 1。 由 表 1 可 知 ， 最 佳 固 定 
化 酶 的 制备 工艺 为 A3B3C2D;, 利用 最 佳 组 合 海藻 酸 钠 含量 2.35%,CMC 含量 1.5%， 


氧化 钙 谊 度 5%， 固 定 化 时 间 50 min 进行 验 订 


说 明 优化 后 的 固定 工艺 较 最 初 有 较 大 的 改善 。 
表 1 脂肪 酶 固定 化 条 件 优化 正 交 试验 结果 与 分 析 


Table 1 Results and analysis of orthogonal experiments for the optimization of immobilized condition of 


FF 试验， 得 到 固定 效率 可 达 46.35%， 


lipase 
试验 号 A( 海 藻 酸 钠 浓 B (CMC 浓度 %) C( 氧 化 钙 浓度 %) D( 固 定 化 时 间 固定 效率 % 
度 %) min) 
1 1 (1.5) 1 (0.75) 1 (4) 1 (30) 24.58 
2 1 2 (1) 2 (5) 2 (40) 35.61 
3 1 3 (1.5) 3 (6) 3 (50) 38.18 
4 2 (2) 1 2 3 32.09 
5 2 3 1 33.77 
6 六 3 1 2 36.74 
7 3 (2.5) 1 3 2 30.45 
8 3 2 1 3 35.22 
基金 中 文 名 称 : 非常 感谢 中 国 科学 院 战略 性 先导 科技 专项 (XDA11030404)， 广东 省 海洋 渔业 科技 攻关 与 研 


发 方向 项 目 和 广州 市 科技 计划 项 目 (201510010012) 对 本 工作 的 支持 。 


也 


x* 通讯 作者 : 胡 云 峰 ，yunfeng. hu@scsio. ac. cn。 


9 3 3 和 2 1 39.34 


kl 32.79 29.04 32.18 32.56 
k2 34.20 34.87 35.68 34.27 
k3 35.00 38.09 34.13 35.16 
R 2.21 9.05 3.50 2.60 


2.3 包 埋 交 联 法 交 联 固 定 化 酶 
2.3.1 交 联 剂 浓度 对 固定 化 酶 酶 活 影响 

按照 上 述 最 佳 条 件 ， 把 一 定 比 例 的 海藻 酸 钠 、CMC、 脂 肪 酶 混合 均 义 ， 逐 
滴 滴 如 含有 不 同 浓度 EGDE 〈0.01% 一 0.05%) 或 成 二 醛 〈0.01% 一 0.05%) 的 氧 
化 钙 溶 液 中 进行 固定 化 ， 分 别 以 不 加 交 联 剂 的 样品 作为 对 照 ， 筛 选 出 EGDE 和 
戊 二 醛 的 最 适 浓度 ， 结 果 见 图 3a。 分 析 数 据 得 到 EGDE 和 成 二 醛 的 最 佳 交 联 浓 
度 都 为 0.02%。EGDE 的 交 联 效果 要 优 于 成 二 醛 的 交 联 效果 。 
2.3.2 交 联 时 间 对 固定 化 酶 酶 活 影 响 

按照 上 述 最 适 交 联 剂 浓度 (0.02%)， 设 置 交 联 时 间 为 20 一 70 min (间隔 10 
min)， 试 验 交 联 时 间 对 固定 化 酶 酶 活 的 影响 。 由 图 3b 和 3c 可 知 ，EGDE 和 成 二 
醛 的 最 适 交 联 时 间 分 别 为 30 min 和 40 min。 


2.3.3 交 联 前 后 固定 化 酶 性 质 比 较 

分 别 在 最 佳 工艺 条 件 下 制 取 不 交 联 、EGDE 交 联 、 戊 二 醛 交 联 的 固定 化 酶 ， 
在 40'C、pH 8.0 的 条 件 下 测定 其 酶 活 〈 以 不 交 联 的 固定 化 酶 酶 活 为 100%)， 结 
果 显 示 EGDE 交 联 、 成 二 醛 交 联 的 固定 化 酶 酶 活 较 不 交 联 的 固定 化 酶 有 较 大 的 
提高 ， 分 别 是 其 134% 和 118% 。 此 外 ， 由 图 3d 可 知 ， 相 比较 与 不 交 联 的 固定 
化 酶 ，EGDE 交 联 、 戊 二 醛 交 联 的 固定 化 酶 重复 使 用 7 次 后 的 剩余 酶 活 有 了 较 大 
的 提高 , 说 明 其 交 联 后 的 固定 化 酶 机 械 强 度 得 到 了 一 定 的 改善 ,与 游离 酶 相 比 较 ， 
脂肪 酶 经 交 联 固定 化 后 ， 在 酶 活 和 重复 利用 上 都 有 了 较为 显著 的 提高 。 
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图 3 固定 化 酶 交 联 条 件 的 优化 Fig.3 The optimization of conditions of crosslinking immobilized lipase 
(a. Effect of crosslinking agent on the activity of immobilized lipase; b. Effect of crosslinking time with 
glutaraldehyde on the activity of immobilized lipase; c. Effect of crosslinking time with EGDE on the activity of 


immobilized lipase; d. The operation stability of immobilized lipase) 


2.4 交 联 后 固定 化 酶 与 游离 酶 的 酶 学 性 质 比较 
2.4.1 固定 化 酶 与 游离 酶 的 最 适 反 应 pH 

设 定 酶 促 反应 体系 的 pH 为 6 一 10，40C 条 件 下 测定 固定 化 酶 与 游离 酶 的 酶 
活 ， 结 果 见 图 4a。 由 图 4a 可 知 ，EGDE 交 联 后 固定 化 酶 、 成 二 醛 交 联 固定 化 酶 
和 游离 酶 的 最 适 反 应 pH 分 别 为 8.5、8.0 和 8.0。 相 比较 于 游离 酶 和 戊 二 醛 交 联 
固定 化 酶 ,EGDE 交 联 固定 化 酶 反应 体系 的 最 适 pH 向 碱 性 方向 偏 移 ,pH 在 8.0 一 
9.0 之 间 时 ， 显 示 出 较 高 的 酶 活性 。 


2.4.2 固定 化 酶 与 游离 酶 的 最 适 反 应 温度 

在 最 适 反 应 pH 条 件 下 ,分别 测定 固定 化 酶 和 游离 酶 的 最 适 反 应 温度 ， 结 果 
见 图 4b。 由 图 4b 可 知 ,游离 酶 都 在 2SC 一 40C 范 围 内 酶 活力 随 着 温度 的 升 高 逐 
渐 增 大 ， 在 40C 时 有 最 大 值 ， 随 后 温度 逐渐 升 高 而 酶 活 随 之 降低 : 游离 酶 被 海 
洗 酸 钠 和 CMC 复 配 包 埋 后 ，EDGE 和 成 二 醛 交 联 的 固定 化 酶 最 适 反应 温 分 别 为 
45 和 40C， 与 游离 酶 相 比 变化 不 大 ， 但 两 者 随 着 反应 温度 继续 升 高 时 ， 其 活性 
明显 高 于 游离 酶 ， 这 可 能 是 CMC 与 海藻 酸 钠 形成 的 空间 结构 对 脂肪 酶 的 空间 结 
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构 形成 了 保护 ， 从 而 使 其 在 温度 较 高 的 反应 体系 中 仍 能 发 挥 较 大 的 催化 能 
2.3.3 固定 化 酶 与 游离 酶 的 热 稳定 性 

以 放置 在 4C 冰 箱 的 游离 酶 和 固定 化 酶 作为 对 照 ,测定 游离 酶 和 固定 化 酶 在 
不 同 温度 〈40 一 65C ) 水 浴 30 min 后 的 剩余 酶 活 ， 结 果 见 图 4c。 由 图 4c 可 知 ， 
在 40~55'C 条 件 下 ， 固 定 化 酶 和 游离 酶 酶 活 下 降 趋势 相对 较为 平缓， 当 温 度 超 
过 55 后 ,游离 酶 和 戊 二 醛 交 联 固 定 化 酶 酶 活 迅 速 下 降 ， 在 65C 放 置 30 min 后 
酶 活 仅 剩 最 初 的 13% 和 15%, EGDE 交 联 固定 化 酶 在 高 温 条 件 下 的 耐 受 性 优 于 前 
两 者 ， 其 在 65C 处 理 后 仍 能 保持 28% 的 剩余 酶 活 。 
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4 固定 化 酶 与 游离 酶 酶 学 性 质 比 较 Fig.4 The properties of immobilized and free lipase 
(a) Optimal reaction pH of immobilized and free lipase; (b) Optimal reaction temperature of immobilized and free 


lipase; (c) Thermal stability of immobilized and free lipase) 
3 小结 

本 实验 采用 海 灌 酸 钠 和 CMC 复 配 包 埋 ， 并 采用 乙 二 醇 缩水 甘油 醚 (EGDE) 
包 埋 交 联 , 对 脂肪 酶 的 固定 化 进行 了 研究 , 经 单 因素 试验 和 正 交 试 验 优化 对 固定 
化 条 件 后 ， 得 到 得 到 最 佳 固定 化 条 件 为 海藻 酸 钠 浓 度 2.5%，CMC 浓度 1.5%， 
给 酶 量 800 U/ml 载体 溶液 ， 毛 化 钙 浓 度 $5%， 缓 冲 液 pH 7.0，EGDE 浓度 0.02%， 
在 此 条 件 下 固定 30 min， 固 定 化 脂肪 酶 酶 活 大 约 为 380 U /g， 酶 活 收 率 50.09%。 
同时 ， 对 固定 化 酶 和 游离 酶 的 酶 学 性 质 进行 了 比较 ， 固 定 化 酶 最 适 反 应 温度 和 
pH 都 比 游离 酶 有 所 增 大 ， 热 稳定 性 得 到 改善 ， 且 重复 利用 率 明 显 优 于 游离 酶 ， 
重复 使 用 7 次 后 仍 保持 60% 左 右 的 相对 酶 活 。. 相 较 于 单独 采用 海藻 酸 钠 包 埋 得 到 
的 脂肪 酶 ， 本 实验 制 得 的 固定 化 酶 在 酶 活 、 热 稳定 性 以 及 重复 使 用 率 等 性 能 上 都 
有 较为 明显 的 提高 ， 因 而 降低 了 脂肪 酶 的 使 用 成 本 ,为 脂肪 酶 更 广泛 地 应 用 到 工 
业 生 产 领 域 提供 了 实验 基础 。 

此 外 ， 本 实验 将 新 型 环 氧 交 联 剂 EGDE 与 实验 常用 交 联 剂 戊 二 醛 对 比 使 用 ， 
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发 现 EGDE 不 仅 具 有 与 成 二 醛 类 似 的 使 海藻 酸 钠 一 CMC 分 子 内 和 分 子 间 形成 交 
联 ， 从 而 提高 固定 化 酶 机 械 强度 的 功能 ， 而 且 从 酶 活 和 重复 使 用 情况 来 比较 ， 其 
交 联 效果 明显 优 于 成 二 醛 。 这 一 发 现 说 明 新 型 环 氧 交 联 剂 EGDE 可 作为 酶 固定 
化 的 交 联 剂 来 使 用 , 能 较 大 程度 地 保持 酶 活性 甚至 有 促进 酶 活 的 作用 ， 且 得 到 的 
固定 化 酶 重复 性 能 好 ， 为 新 型 环 氧 交 联 剂 EGDE 在 工业 酶 固定 化 中 的 使 用 提供 
了 参考 依据 。 
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